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1 浏阳 黑山 羊 瘤 角 上 皮 细 胞 周期 分 布 、 增 殖 和 凋 亡 特点 
2 Shay? F 玲 ! WARK! 王 凯 军 ! 张佩华 周 传 社 * JLS? 汤 少 勋 ? 
3 (1. 湖 南 农 业 大 学 ,动物 科学 技术 学 院 , 畜 禽 遗传 改良 湖南 省 重点 实验 室 ， 长 沙 410128; 2. 中 
4 ” 国 科学 院 ,亚热带 农业 生态 研究 所 ,亚热带 农业 生态 过 程 重点 实验 室 ， 湖 南 省 弟 禽 健康 养殖 工 
5 程 技术 中 心 ， 农 业 部 中 南 动物 营养 与 饲料 科学 观测 实验 站 ， 长 沙 410125) 
6 Ñ BE: 本 研究 旨 在 建立 浏阳 黑山 羊 瘤胃 上 皮 细 胞 的 体外 培养 模型 ， 并 对 其 周期 分 布 、 增 殖 
7 ”和 凋 亡 特点 进行 研究 。 试 验 采 集 60 日 龄 浏阳 黑山 羊 的 瘤胃 上 皮 组 织 ， 应 用 0.25% 胰 蛋白酶 
8 ”+0.02% 乙 二 胺 四 乙酸 EDTA) 消化 法 对 山羊 瘤胃 上 皮 组 织 进 行 消化 ， 得 到 单个 的 山羊 瘤胃 
9 ”上 皮 原 代 细 胞 进行 体外 培养 。 通过 倒置 显微镜 对 原 代 和 传代 培养 阶段 细胞 形态 进行 观察 , 采 
10 ”用 细胞 计数 法 检测 细胞 的 生长 活性 , 应 用 细胞 免疫 组 化 学 方法 对 传代 细胞 进行 鉴定 ， 并 用 流 
> 11 ， 式 细胞 术 检测 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 周期 分 布 情况 和 凋 亡 比率 。 结 果 显 示 : 1) 经 0.25% 胰 
fe) 12 ”和 蛋白 酶 +0.02% EDTA 消化 获得 的 山羊 瘤胃 上 皮 原 代 细 胞 ， 培 养 1 d 开始 贴 壁 生长 ，2 d 开始 
© 13 ”生长 较 快 (对 数 期 ) ， 呈 典型 的 “波峰 " 状 生 长 ，3 一 4d 生长 最 为 迅速 ,7 d 生长 速度 平稳 CF 
= 14 EHD. 2) 经 免疫 细胞 化 学 方法 的 鉴定 ,细胞 胞 浆 为 黄 褐色, 即 细胞 角 和 蛋白 19 呈 阳 性 表达 。 
15 3) 膜 联 蛋白 -V/ 碘 化 丙 喧 联合 染色 显示 ， 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 细 胞 凋 亡 比率 显 赣 增加 CP 
16 <0.01) 。 结 果 表 明 ， 通 过 0.25% 胰 和 蛋白酶 +0.02% EDTA 的 消化 方法 成 功 得 到 了 山羊 瘤胃 上 
17 ” 皮 细 胞 ， 可 为 今后 研究 反刍 动物 瘤胃 相关 机 制 与 功能 提供 模型 。 
18 ”关键 词 : 浏阳 黑山 羊 ， 瘤胃 上 皮 细 胞 ， 周 期 分 布 ， 凋 亡 
19 ”中 图 分 类 号 : S826 
20 瘤胃 作为 反刍 动物 重要 的 消化 器 官 , 了 解 瘤 骨 上 皮 形 态 结构 及 功能 ,， 对 维持 消化 系统 稳 
21 ， 定 和 促进 动物 健康 有 着 重要 的 实际 意义 。 反 刍 动 物 瘤胃 壁 分 为 3 层 ， 由 腔 外 向 腔 内 分 别 为 窜 
22 ” 浆 膜 层 、 兴 膜 肌 层 和 膜 层 帆 。 瘤 胃壁 中 与 其 吸收 代谢 功能 联系 最 紧密 的 为 瘤 角 上 皮 。 瘤胃 上 
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胞 分 为 基底 层 细 胞 、 颗 粒 细胞 、 棘 突 层 和 颗粒 层 细胞 ,还 有 高 度 分 化 的 角质 层 细胞 B。 其 中 ， 


去 除 角 质 层 细 胞 等 杂 细胞 得 到 较 多 、 较 纯 


及 生命 活性 正常 的 处 于 中 间 层 的 环 突 层 和 颗粒 属 绢 


胞 ， 是 体外 分 离 、 培 养 瘤胃 上 皮 细 胞 (ruminal epithelium cell, REC) HIRE., Weekes% 


j 木 瓜 酶 分 裂 乳头 组 织 ， 得 到 生长 正常 的 离 体 上 皮 细 胞 。Galfi 等 外 为 研究 瘤胃 上 皮 生 酮 ， 
首次 应 用 胰 和 蛋白 酶 连续 消化 法 ， 先 去 除 坚实 的 角质 层 细胞 ， 再 连续 消化 ,得 到 体外 研究 瘤胃 


营养 代谢 最 佳 的 环 状 展 和 颗粒 层 细 胞 。 之 后 他 们 又 采用 同样 的 方法 , 成 功 地 分 离 培养 出 了 绵 
羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ,但 是 该 法 需 约 8h 从 基底 层 和 未 层 中 分 离 出 细胞 ， 限 制 了 上 皮 细 胞 代谢 研 
完 中 的 应 用 器。Klotz 等 四 对 消化 缓冲 液 和 胰 和 蛋白 酶 浓度 进行 了 优化 , 获得 大 量 细胞 形态 正常 


的 瘤胃 上 皮 细 胞 。Stumpff 等 四 在 前 人 的 基础 上 改进 了 取材 方法 ， 设 计 制 作 了 一 种 模具 ， 使 
胰 和 蛋白 酶 只 作用 于 瘤胃 乳头 ， 从 而 分 离 出 较 纯净 的 上 皮 细 胞 。 范 燕 茹 等 中 为 建立 驯鹿 瘤 骨 上 


皮 细 胞 的 体外 分 离 及 培养 方法 ,用 0.25 多 胰 和 蛋白 酶 (trypsin) +0.02% 乙 二 胺 四 乙酸 (ethylene 
diamine tetraacetic acid, EDTA) 消化 液 37 CC 连续 振荡 3 一 4h 消化 上 皮 组 织 ， 得 出 传 1 代 


的 细胞 活性 正常 的 驯鹿 原 代 离 体 瘤 角 上 皮 细 胞 。 


虽然 国内 外 对 瘤胃 上 皮 细 胞 已 有 研究 , 但 只 停留 在 获取 原 代 细 胞 到 传 1 代 细 胞 , 对 其 后 
续 试验 研究 少 有 报道 。 因此， 本 试验 以 期 建立 一 种 有 效 、 快 速 的 获得 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ， 目 


成 功 进行 原 代 培 养 的 模型 ,并 对 其 周期 分 布 情况 和 凋 亡 比率 进行 初步 研究 , 为 今后 研究 反刍 
动物 瘤 骨 相关 机 制 与 功能 提供 技术 支持 和 理论 参考 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 
试验 动物 为 3 只 60 日 龄 健康 的 浏 B 


黑山 羊 ， 体 重 为 (6.4+0.8) kg。 颈 静脉 放血 致死， 


取出 瘤胃 组 织 ， 去 掉 内 容 物 后 用 生理 盐水 反复 冲洗 干净 ， 待 用 于 样品 采集 。 


胎 牛 血清 CFBS)、 基 本 培养 基 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, 


DMEM/F12) 、0.25% 胰 蛋白 酶 +0.02% E 


DTA、 青 - 链 霉 素 均 购 自 Gibico AF); WEEK B+ 


庆 大 霉 素 〈gentamicin/amphotericin solution) 购 自 Thermo 公司 (R-015-10) ;细胞 计数 试剂 


盒 〈Cell Counting Kit-8, CCK-8) 购 自 


本 同仁 化 学 研究 所 ; 苏 木 素 和 磷酸 缓冲 盐 浴 液 


(phosphate buffer saline, PBS) (pH 7.2~7.6) 均 购 自 Wellbio 公司 ; 两 步 法 试剂 盒 和 对 二 


氨基 联 茶 胺 “DAB) 试剂 盒 购 自 金桥 公司 ; 免疫 组 化 


il 


WHAEA 19 (cytokeratin-19, 


CK19) 抗体 购 自 Abcam 公司 ， 常 规 化 学 试剂 购 自 上 海 国药 生物 有 限 公 司 。 


1.2 试验 方法 
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53 ”1.2.1 山羊 瘤 角 上 皮 细 胞 的 采集 与 原 代 培 养 

54 将 浏阳 黑山 羊 称 重 后 ， 颈 动脉 放血 至 死 ， 将 腹部 羊毛 用 解剖 刀 刮 干净 后 ， 新 洁 尔 灭 把 拭 
55 ， 体 表皮 毛 ， 置 于 试验 台 上 , 用 棉花 球 沾 医 用 碘 酒 将 腹部 把 拭 3 遍 ，75% 酒 精 1 遍 ， 切 开 腹 部 ， 
56 ”取出 瘤胃 ， 用 4 'C 预 冷 的 生理 盐水 冲洗 食 糜 颗 粒 后 ， 置 于 无 菌 超 净 台中 。 采 用 钝 性 剥离 瘤 
57 RERHR, HE 2% 青 - 链 霉 素 .1% 两 性 霉 素 B 和 1% 庆 大 霉 素 的 洗涤 液 冲洗 瘤 骨 上 皮 组 织 ， 
58 ”并 放 入 含 2% 青 - 链 霉 素 、1% 两 性 霉 素 B 和 1% 庆 大 霉 素 的 DMEMVF12 中 带 回 细胞 培养 室 。 
59 ”用 PBS 清洗 瘤胃 上 皮 组 织 4~5 次 ， 剪 去 结缔 、 脂 肪 及 可 见 的 导管 组 织 。 将 瘤 骨 上 皮 组 织 块 
60 ”尽量 剪 碎 〈 约 1 mm3， 肉 眼 观察 呈 糊 状 ) ， 再 用 PBS #1 DMEM/F12 各 洗涤 1 次 。 弃 去 上 清 
61 ， 液 ， 往 沉淀 中 加 入 3 倍 组 织 体积 的 0.25% 胰 蛋白 酶 +0.02%EDTA 消化 液 ，37 CTARA 
62 ”消化 10 min， 消 化 完成 后 1 000 r/min 条 件 下 离心 5 min， 取 上 清 液 (尽量 吹 吸 ,促进 单个 细 
63 ” 胞 分 离 )， 重复 3~5 次 。 再 将 收集 的 消化 液 加 入 适量 DMEM/F12 完全 培养 液 ( 含 5% FBS. 
64 ”10% 青 - 链 霉 素 、0.1 mg/mL KARR, 2.5 L g/mL 两 性 霉 素 B) 重 悬 细胞 ， 之 后 依次 经 100 
65 um 孔径 得 网 过 滤 ， 收 集 滤 液 ，1 000 r/min 离心 5 min， 去 上 清 ， 此 时 可 看 到 细胞 沉淀， 如 
66 ” 果 含 有 黑色 细胞 层 或 角质 化 细胞 , 则 舍 去 (成 年 羊 通常 第 1 次 与 第 2 次 消化 得 到 的 细胞 舍 去 )。 
= 67 ”再 往 沉 淀 中 加 入 PBS 重 悬 细胞 ， 继 续 1 000 r/min 条 件 下 离心 5 min， 弃 上 清 ， 加 入 适量 
二 68 DMEM/F12 培养 液 重 县 细胞， 细胞 浓度 调整 为 1X 107 个 mL， 接 种 于 事先 准备 的 培养 正中， 
N 69 ，” 置 于 CO; 培养 箱 (37 C, 5% CO) 培养 。 培 养 30 一 60 min 后 ， 显 微 镜 下 观察 ， 吸 出 上 清 
70 ” 液 ，1 000 r/min 条 件 下 离心 S min， 取 沉淀 ， 加 入 DMEM/F12 完全 培养 基 继 续 培 养 。 


all 


NS 


71 ”1.2.2 山羊 瘤 骨 上 皮 细 胞 传代 培养 

72 当 山 羊 瘤胃 上 皮 原 代 细 胞 长 满 培 养 亚 的 80% 一 90% 时 , 弃 去 培养 基 , 用 PBS 洗涤 细胞 1 一 
73 ”2 次 后 ， 加 入 1 mL 的 含 0.25% 胰 和 蛋白酶 +0.02%EDTA 的 消化 液 ， 放 入 含 5% CO 的 37 “CH 
74 ” 养 箱 中 消化 2~3 min。 放 在 倒置 显微镜 下 观察 细胞 开始 变 亮 、 变 圆 时 ， 迅 速 用 含 血清 的 培 
© 75 ” 养 基 终止 消化 。 将 贴 壁 的 细胞 吹 打 为 悬 液 ， 转 移 到 15 mL 离心 管 中 , 在 4 C 离 心机 中 1000 
76 r/min 离心 5 min, 弃 去 上 清 液 , 加 入 1 mL 的 培养 基 重 悬 细胞 , 以 1:2 进行 传代 。 在 含 5% CO 
77 ”的 37 CC 培 养 箱 中 培养 30 min 后 ， 转 移 含 细胞 的 培养 基 至 培养 下 中 继续 培养 ， 重 复 1 次 ， 
78 ”此 步 为 纯化 过 程 。 


ine 


m 


79 1.2.3 山羊 瘤胃 上 皮 原 代 和 传代 细胞 形态 学 观察 


80 采用 徕卡 DMI3000B 型 倒置 显微镜 观察 山羊 瘤胃 上 皮 原 代 和 传代 细胞 形态 及 生长 状况 。 
81 ”1.2.4 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 免疫 组 化 学 鉴定 

82 根据 上 皮 细 胞 的 标志 性 中 间 丝 蛋白 为 细胞 角 蛋 白 , 对 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 角 蛋 白 进 行 
83 ”免疫 细胞 化 学 的 鉴定 。 

84 步骤 : 1) 取 对 数 生长 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 用 37 CC 的 0.25% 胰 和 蛋白酶 +10.02% EDTA 


85 ”消化 液 消化 下 来 , 当 培 养 在 6 和 孔 板 进行 常规 的 盖 玻 片 候 片 传代 培养 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 , 待 生 
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长 到 细胞 培养 瓶 的 80% ~90% (3 d) . JREF, DA PBS 清洗 数 次 后 ， 再 加 入 4% 
的 多 聚 甲醛 固定 液 固 定 30 min， 室 温 于 燥 S min, MH PBS 冲洗 3 次 ， 每 次 为 3 min。3) 每 个 


孔 滴 加 2 滴 或 100 uL 3 多 浓度 的 H202, Z RIA 10 min 〈 此 步 是 为 了 阻 断 内 源 性 过 氧化 


HH 


物 物 酶 的 干扰 ) 。 用 PBS 


冲洗 3 次 ， 每 次 为 3 min。4) 除去 PBS， 加 封闭 血清 孵育 20 min; 


每 孔 加 入 2 WIER 100 uL 的 CK19 抗体 ,37 “CHA 60 min; 再 用 PBS 冲洗 3 次 ,每 次 为 3 min。 
放 入 湿 盒 中 再 放 入 4 'C 冰 箱 过 夜 ， 放 入 冰箱 时 要 注意 平稳 ， 以 防止 抗体 从 组 织 上 滑落 下 来 ， 


次 日 放 入 37 人 恒温 箱 复 温 45 min。5)PBS 洗涤 5 次 ,每 次 5 min; 每 孔 滴 加 50~100 uL Pi 


免 / 鼠 免疫 球 蛋 白 G- 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 多 聚 体 ，37 CA 30 min, PBS 冲洗 3 次 ， 每 次 


为 3 min。6) 除 去 PBS， 每 孔 加 入 50~100 WIER 300~400 uL 新 鲜 配 制 的 DAB 染色 液 ， 显 


微 镜 下 观察 1~5 min. 7) 


蒸馏 水 冲洗 10 min， 苏 木 精 复 染 S~10 min，0.25% 浓 度 的 盐酸 酒 


精 分 化 5 一 10 s, PBS #14 20 min, SAI (60% ~100%) 脱水 ， 每 级 5 min， 取 出 后 置 


于 二 甲 茶 内 10 min， 重 复 


2 次 ， 中 性 树胶 封 片 、 显 微 镜 观 察 。 


1.2.5 HARE RIERA 


胞 生长 活性 检测 


步骤 : 1) 取 对 数 生 长 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 用 37 °C AY 0.25% 胰 和 蛋白酶 +0.02% EDTA 
消化 液 消化 下 来 ， 在 96 孔 板 中 配制 100 pL 的 细胞 悬 液 (3x103 个 / 孔 ) ， 将 培养 板 在 培养 箱 


培养 (37 T, 5% CO2) 


。2) 对 培养 1、2、3、4、5、6、7、8、9 d 的 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 


细胞 进行 检测 ， 并 设置 不 含 细胞 的 培养 基 为 对 照 。 3) 向 每 孔 加 入 10 pL CCK 溶液 [注意 不 要 
再 孔 中 生成 气泡 ， 它 们 会 影响 光 密 度 (optical density, OD) 值 的 读数 ]。4) 将 培养 板 在 培 
养 箱 内 孵育 4h. 5) 用 酶 标 仪 测定 在 450 nm 处 的 OD(ODasonm)> 6) 以 培养 天 数 为 横 坐 标 ， 


OD450 nm 为 纵 坐 标 , 绘制 | 


Base 


1.2.6 WHA EER 


胞 周期 分 布 情况 


利用 流 式 细胞 术 (flow cytometry, FCM) 检测 原 代 不 同 培 养 天 数 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 


胞 周期 分 布 情况 。 


1) 细胞 培养 : 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 培养 于 售 5% FBS 的 DMEM/F12 培养 基 中 ， 收 集 


培养 了 2、4、8d KEK 
2) 细 胞 收 旨 
消化 液 消化 下 来 ，PBS 洗 
3) 细胞 固定 : 加 入 1 


aint 


PBS, 444% 


Urli 


J 75%, 4 放置 过 夜 固 


胞 进行 周期 检测 ， 每 组 重复 3 次 。 


: 上述 处 理 好 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ,用 37 'C 的 0.25% 胰 蛋白酶 +10.02% EDTA 


2 一 3 次 ， 制 成 单 细胞 悬 液 ， 并 调整 细胞 数量 至 1x105 个 /mL。 


mL 预 冷 PBS 重 悬 细胞 ，800 r/minx5 min, 吸 净 上 清 ; 加 入 400 uL 


悬 细胞 ， 使 细胞 分 离 为 单个 ， 逐 滴 加 入 预 冷 的 100% 乙 醇 1.2 mL, ERARE 


er 


Keo 


1 


— 


6 


117 


118 


119 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


142 


143 


4) 细胞 标记 : 全 取出 固定 的 样品 ，800 r/min, 8 


的 PBS 重 悬 细胞 ，800 r/min， 离 心 5 min, ELARI 


胞 ; 


ChinaXiv 合 


心 S min， 弃 上 清 ; @ 加 入 1 mL 预 冷 


@ 重 复 1 一 2 次 ， 去 除 乙醇 ，@ 


加 入 150 uL 碘 化 丙 啶 (propidium iodide, PID 工作 液 ，4 ‘CHICA 30 min， 回 转 至 流 式 
检测 管 ， 上 机 检测 ，PI 用 488 om 毛 离 子 激光 器 激发 ， 由 630 nm EG Ra, WOE 
脉冲 前 向 角 散 射 /荧光 脉冲 侧 向 角 散 射 (FSC/SSC ) 散 点 图 收 


Æ 1x104 个 细胞 , 采用 设 门 技术 ， 


排除 黏 连 细胞 和 碎片 ， 分 析 PL 荧光 直方 图 上 各 细胞 周期 的 百分率 。 
1.2.7 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比率 

山羊 瘤胃 上 皮 传代 细胞 培养 于 含 5% FBS 的 DMEM/F12 培养 基 中 ， 收 集 培 养 了 2、4、 
8 d 的 传代 细胞 进行 凋 亡 检测 ， 每 组 重复 3 次 。 步 骤 ，1) 用 不 含 EDTA 的 胰 蛋 白 酶 消化 液 


消化 , 并 收集 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 ; 


2) FA PBS 洗涤 


胞 2 


次 , 每 次 2 000 r/min 离心 5 min, 


收集 约 1x105 一 5$x105 个 细胞 ; 3) 加 入 500 uL 的 结合 缓冲 液 (binding buffer) 悬浮 细胞 ;， 4) 
加 入 5 kL 膜 联 和 蛋白 V Cannexin V) - 异 硫 氟 酸 菊 光 素 (FITC) 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 中 的 试剂 


Wa, WAS pLPL WS); 5) 室温 、 避 光 ， 反 应 5~15 min; 6) 1h 内 ， 上 流 式 细胞 仪 


观察 检测 。 
1.3 数据 分 析 
免疫 组 化 学 的 采 像 用 普通 的 


电脑 采 像 ， 图 像 分 析 软 件 为 专业 图 像 分 析 软 件 


(Image-Pro-Plus, IPP) ; 细胞 周期 与 凋 亡 应 用 流 式 台 


并 用 专业 软件 (Flowjo) 进行 图 像 分 析 。 试 验 数据 用 


性 定义 为 P<O0.01, P>0.01 则 无 显著 差异 。 


2 结 R 


2.1 山羊 瘤胃 上 皮 原 代 和 传代 细胞 形态 
山羊 瘤胃 上 皮 原 代 和 传代 细胞 经 0.25% 胰 蛋白 酶 +0.02%EDTA 酶 消化 第 4 次 离心 后 会 看 


到 大 量 的 细胞 白色 沉淀 ， 直 到 消化 至 第 6 次 时 细胞 数量 3 
在 显微镜 下 观察 ， 可 见 较 多 的 细胞 ， 且 单个 散在 ， 大 小 均一 
调整 细胞 密度 进行 培养 ， 培 养 2 d 后 大 部 分 贴 壁 ， 


开始 生长 ， 呈 岛屿 状 分 布 ， 细 胞 折光 


迅速 生长 ， 细 胞 增殖 明显 ， 显 现 典型 


胞 仪 (BD FACSCalibur) 采集 数据 ， 


A R NG Ee 


SAS 9.2 软件 统计 分 析 ， 统 计 差 异 显著 


于 始 减 少 ， 且 组 织 变 得 黏 用。 收集 后 


， 上 共有 较 好 的 折光 度 (图 2-A)。 
胞 ， É 胞 颜色 发 暗 ， 并 


Tk 


度 较 好 ， 形 态 较 圆 ， 体 积 较 小 〈 图 2-B) 。4 d 后 开始 


的 传代 纯化 培养 ， 得 到 较 纯 的 山羊 瘤 


的 鹅卵石 状 ， 进 入 对 数 生 长 期 (图 2-C) 。 经 过 3~4 次 
胃 上 皮 细 胞 ， 呈 现 典型 的 牲 卵石 状 〈 图 2-D) 。 
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C D 


A. 原 代 培 养 1 d 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ，B. 原 代 培 养 2 d WER S EA: CJR 4 d 培养 的 山 


羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ，D. 纯 化 传代 培养 4d 的 山羊 瘤 角 上 皮 细 胞 。 


A. goat ruminal epithelial cells of primary culture of 1 d; B. goat ruminal epithelial cells of primary culture of 
2 d; C. goat ruminal epithelial cells of primary culture of 4 d; D. goat ruminal epithelial cells of purified subculture 
of 4d. 


图 1 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 形态 


Fig.1 Morphology of ruminal epithelium cells of goats (200x) 
2.2 ”山羊 瘤 角 上 皮 传 代 细胞 免疫 组 化 学 鉴定 

经 免疫 细胞 化 学 方法 的 鉴定 ， 细 胞 胞 浆 为 黄 神色 ， 即 细胞 CK19 呈 阳 性 表达 (图 3) ， 
证 明 培养 的 细胞 为 山 症 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 。 


<a 
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C D 


A 与 B 为 CK19 阳性 细胞 浆 表 达 ; C 与 DD 为 PBS 阴性 对 照 。A、B、C、D 苏 木 素 细胞 核 染色 。 
A and B were CK19 positive expression in cell plasma; C and D were PBS negative control. A, B, C and D 


were haematoxylin nuclear staining. 


图 2 山羊 瘤 角 上 皮 传 代 细胞 免疫 组 化 学 鉴定 
Fig.2 Immunohistochemical identification of subcultured ruminal epithelium cells of goats (100x) 
2.3 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 生长 活性 
不 同 培养 时 间 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 的 生长 活性 测定 结果 如 图 4 所 示 。 山 羊 瘤胃 上 皮 传 
代 细 胞 的 生长 曲线 呈 典 型 “S" 型 。 细 胞 增殖 过 程 ，1 一 2 d 为 潜伏 期 ， 细 胞 生长 缓慢 ;3 一 7 d 
为 对 数 生长 期 ， 生 长 较 快 ; 7 一 8 d 为 平台 期 ， 细 胞 增殖 相对 平稳 ;8 d 后 进入 衰退 期 ， 细 胞 
增殖 活性 开始 降低 。 


s as OD450nm) 
= 
> 
t=] 


细胞 数 《 以 OD4sonm 表 示 ) 


时 间 Time/d 


图 3 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 生长 曲线 


Fig.3 The growth curve of subcultured ruminal epithelium cells of goats 
2.4 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 周期 分 布 情况 
不 同 培养 时 间 山 羊 瘤胃 上 皮 传代 细胞 周期 分 布 情况 如 图 4 所 示 。 细 胞 周期 一 般 分 为 
Go/G1、S、G2/M 期 3 部 份 ， 在 God/G 期 前 面 都 有 个 凋 亡 峰 〈 也 称 sub-Go 期 ) ， 证 明 有 细胞 
凋 亡 ， 且 最 前 面 没有 细胞 碎片 峰 ， 证 明 分 析 时 细胞 窗口 已 经 设置 好 。 此 外 ， 变 异 系 数 〈CV ) 
都 小 于 10%， 峰 形 越 好 ， 越 尖锐 ， 结 果 越 可 信 。 应 用 SAS 9.2 统计 分 析 结 果 ( 表 1) 发 现 ， 
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187 2、4、8d 随 培养 天 数 的 增加 ， 人 处 于 Go/G1 期 的 细胞 数量 显著 减少 (P<0.01) ， 而 处 于 S 期 
188 ”和 GM 期 的 细胞 显著 增加 。 


$=30.61% 


189 


190 


0 5 


5 100 150 100 150 
191 Channels (FL2-A-PI-Area) Channels (FL2-A-Pi-Area) 


192 


193 


194 


195 


196 


197 


198 


199 


200 


201 


202 


203 


204 
205 
206 
207 
208 
209 
210 


Channels (FL2-A-PI-Area) 为 PI 红色 荧光 通过 PI 通道 (FL2) 的 荧光 峰 面 积 ， Number 为 细胞 数量 。 


G1 为 DAN 合成 前 期 ，S 为 DNA 合成 期 ，G2 为 DNA 合成 后 期 。 


Channels (FL2-A-PI-Area) was fluorescence peak area of PI red fluorescence passed PI channel (FL2); 
Number was the number of cells. Gi was early stage of DNA synthesis; S was DNA synthesis stage; G2 was late 


stage of DNA synthesis. 


图 4 山羊 瘤 骨 上 皮 传代 细胞 周期 分 布 情况 


Fig.4 Distribution of cell cycle of subcultured ruminal epithelium cells of goats 


表 1 不 同 细胞 培养 时 间 山 羊 瘤胃 上 皮 传代 细胞 周期 分 布 


Table 1 Cell cycle distribution of subcultured ruminal epithelial cells of goats at different culture time 


细胞 期 Cell n 时 间 Time/d SEM P{& P-value 
cycles 2 4 8 

Go/G!1 3 65.594 62.158 48.78€ 0.20 <0.01 

S 3 30.51€ 32.668 44.544 0.25 <0.01 
CaM 3 3.94° 5.058 6.774 0.19 <0.01 


同行 数据 肩 标 不 同 字 母 者 差异 显著 (P<0. 01) 。 下 表 同 。 


Values in the same row with different letter superscripts differed significantly (P<0. 01). The same as below. 


2.5 山羊 瘤 肯 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比率 


本 试验 采用 流 式 细胞 术 〔 膜 联 和 蛋白 V/PI 双 染 法 ) 检测 不 同 培养 时 间 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 
细胞 凋 亡 的 结果 , 如 图 5 Pitas. 通过 BD FACSCalibur 流 式 细胞 仪 采集 数据 , 并 用 Cell Flowjo 
专用 软件 分 析 ， 得 出 细胞 凋 亡 的 3 个 时 期 凋 亡 早期 (LR〉、 凋 亡 中 期 (UR〉、 凋 亡 晚 期 / 
坏死 UL) 细胞 所 占 的 百分比 ， 通 过 公式 “ 调 亡 率 〈% ) =LR+UR+UL” 得 出 山羊 瘤胃 上 皮 
传代 细胞 凋 亡 比率 。 应 用 SAS 9.2 软件 进行 统计 分 析 ( 表 2) 发 现 ,8 d 凋 亡 比率 显著 高 于 2、 
4d〔P<0.01)。 说 明 随 着 细胞 培养 时 间 的 延长 ， 细 胞 凋 亡 比率 增加 ， 到 8 d 时 增加 的 更 为 明 
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亡 晚期 /坏死 ，LL: 正常 细胞 。 


216 RFI: the relative fluorescence intensity; CC:cell count. LR: early apoptosis; UR: middle apoptosis; UL: late 
217 apoptosis/necrosis; LL: normal cells. 
218 图 5 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比 率 
219 Fig.5 Apoptosis ratio of subcultured ruminal epithelium cell of goats 
220 表 2 不 同 细胞 培养 时 间 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 比率 
221 Table 2 Apoptosis ratio of subcultured ruminal epithelium cells of goats at different culture time % 
凋 亡 时 期 n 时 间 Time/d SEM P 值 P-value 
Apoptosis stages 2 4 8 
凋 亡 晚期 UR 3 3:15° 4.29° 9.26" 0.09 <0.01 
凋 亡 早期 LR 
3 1.26° 3.88° 4.09° 0.07 <0.01 
凋 亡 比率 Apoptosis ratio 3 5.01° 8.16° 13.358 0.12 <0.01 
222 3 w 论 


223 ”3.1 山羊 瘤胃 上 皮 细胞 体外 分 离 与 培养 

i : 224 体外 分 离 培养 一 般 分 为 原 代 培养 和 传代 培养 2 大 类 MI， 而 原 代 培 养 方法 通常 分 为 时 间 
225 ，” 段 、 产 量 高 、 形 态 分 化 良好 、 组 织 需要 量 大 的 酶 消化 法 和 易 脱落 、 成 功率 低 、 培 养 时 间 长 、 
226 需要 组 织 量 少 的 组 织 块 培养 方法 00。 孙 志 洪 等 0 针对 建立 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 RNC 的 原 
227. 代 培 养 方法 进行 研究 ， 发 现 浏阳 黑山 羊 瘤胃 上 皮 组 织 用 2.50% 胰 和 蛋白酶 +0.02% EDTA 消化 
228 ”后 获得 的 细胞 分 离 效 果 及 细胞 增殖 活性 最 为 理想 ,可 用 于 原 代 培养 。 于 是 本 试验 应 用 2.50% 
229 ” 胰 和 蛋白 酶 10.02% EDTA 消化 液 10 min 连续 消化 的 方法 , 100 Lm 孔径 得 网 过 滤 ， 得 到 较 多 、 
舌 力 较 强 的 单个 细胞 。 此 外 , 本 试验 在 瘤胃 组 织 取 样 中 采用 的 组 织 洗 涤 液 和 原 代 细胞 培养 液 
231 ”中 加 入 了 2% 青 - 链 霉 素 、1% 庆 大 霉 素 和 两 性 霉 素 B， 瘤 骨 上 皮 细 胞 可 传代 到 4 ROLE, A 
232 ”细胞 生长 活性 及 形态 正常 。 
昌 于 原 代 细胞 在 培养 过 程 中 会 参 杂 有 生长 速度 比 上 皮 细 胞 快 的 成 纤维 细胞 031。 根 据 成 
234 ”纤维 细胞 对 胰 和 蛋白 酶 +EDTA 较 敏 感 ， 较 先 脱 落 ， 且 易 贴 壁 等 特点 进行 细胞 纯化 09。 细 胞 纯 
235 ”化 方法 有 很 多 种 ， 常 用 的 方法 有 相差 消化 法 、 相 差 贴 壁 法 和 刊 除 法 等 由 ， 还 有 克隆 环 和 96 
236 ”了 和 孔 有 限 稀 释 法 等 (9。Inooka 等 (7 应 用 相差 消化 法 ,以 胰 酶 消化 预 处 理 , 再 用 胰 酶 消化 约 2 h， 
237 ”使 上 皮 细 胞 和 成 纤维 细胞 分 离 , 并 成 功 培养 出 瘤胃 上 皮 细 胞 。 而 本 试验 采用 了 相差 贴 壁 的 方 
238 ”法 。 有 具体 操作 是 待 原 代 细 胞 生长 至 铺面 培养 下 底面 积 的 80 %~90 % 时 ， 弃 掉 培养 基 ， 用 含 
239 “2% 青 - 链 霉 素 的 PBS 洗涤 2 一 3 次 ， 再 用 0.25% 胰 和 蛋白酶 -EDTA 进行 消化 处 理 ， 消 化 处 理 后 


240 ，” 垂 悬 的 细胞 放 入 37 CE 5% CO: 的 恒温 培养 箱 中 ， 培 养 30min， 转 移 含 细 胞 的 培养 基 到 新 
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的 培养 四 中 ， 重 复 操 作 1 次 ， 经 过 2 一 3 代 的 纯化 后 ， 可 得 到 较 纯 〈80 %) 的 瘤胃 上 皮 细 胞 。 
3.2 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 调 亡 比率 与 细胞 周期 分 布 情况 

随 着 细胞 与 分 子 生物 技术 的 不 断 发 展 进步 , 对 细胞 凋 亡 的 机 理 认识 不 断 成 熟 , 相应 的 检 
测 细 胞 凋 亡 技术 随 之 完善 ， 主 要 包括 流 式 细胞 术 DNA 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 、 电 化 学 方法 、 和 蛋白 
质 印 迹 〈Western blot) 、 原 位 末端 缺 工 标记 、RNA 的 逆转 录 和 cDNA HIREK RAMENE 


扩 增 反应 (reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) 等 0820。 其 中 流 式 细胞 
术 根 据 凋 亡 细胞 从 细胞 核 、 细 胞 器 到 细胞 膜 均 发 生 不 同 程度 的 细胞 生物 学 和 生物 化 学 改变 的 
特性 ,对 凋 亡 细胞 进行 快速 定量 检测 。 流 式 细胞 术 不 但 可 以 检测 处 于 细胞 凋 亡 中 、 晚 期 的 
胞 ， 而 且 可 以 检测 出 处 于 凋 亡 早期 的 细胞 。 

本 试验 采用 膜 联 和 蛋白 V 和 PI 联合 染色 法 检测 不 同 培养 天 数 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 T 
比率 ， 发 现 凋 亡 比率 随时 间 的 增加 而 增加 ， 到 8 d 时 增加 的 最 多 。 引 起 细胞 凋 亡 比率 升 高 的 
原因 可 能 与 极 性 线粒体 受 损 有 关 。 谭 秀文 等 2 采用 玫瑰 红 123 (rhodamine 123) 荧光 染色 和 
PI 联合 染色 发 现 ， 细 胞 凋 亡 比率 与 极 性 线粒体 受 损 呈 正 相 关 。 这 是 由 于 线粒体 内 自由 基 的 
积累 导致 极 性 线粒体 膨大 , 线粒体 内 膜 产生 非特 异性 孔道 , 使 一 些 启 动 细胞 凋 亡 的 物质 流 至 
胞 质 进 而 诱导 细胞 凋 亡 CI。 此 外 ， 本 试验 应 用 流 式 细胞 术 对 不 同 培养 天 数 的 山羊 瘤胃 上 皮 
传代 细胞 周期 分 布 情况 进行 检测 。 结 果 显 示 ，2、4、8 d 内 增殖 期 (S, G/M 期 ) 细胞 数量 
明显 增多 ， 而 静止 期 (Go/G1 期 ) 细胞 数量 明显 减少 。 这 说 明 培 养 时 间 的 延长 对 细胞 由 静止 
期 进入 增殖 期 没有 产生 严重 的 影响 。 可 能 的 原因 是 随 着 时 间 增 加 ，DNA 聚合 酶 、RNA 聚合 
酶 、 基 因 调 节 和 蛋白 或 细胞 自身 遗传 物质 未 发 生 损伤 。 但 是 , 细胞 凋 亡 却 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 
凋 亡 比率 随 之 增加 ， 这 与 Go/G1 期 阻 灌 成 负 相 关 ， 所 以 ， 此 问题 有 待 进一步 对 凋 亡 机 制 进行 
试验 研究 。 


= 


ep 


4 结 论 

QD 应 用 0.25 % 胰 和 蛋白酶 +0.02% EDTA 连续 消化 及 相差 贴 壁 的 方法 得 到 较 多 、 较 纯 ， 且 
细胞 形态 结构 正常 和 生命 活性 较 强 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 。 

@) 应 用 细胞 免疫 组 化 学 方法 对 山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 进行 鉴定 ,细胞 胞 浆 为 黄 褐色,， 即 
细胞 CK19 呈 阳 性 表达 。 

@@ 采 用 细胞 计数 法 检测 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 的 生长 活 


p 


生长 活性 曲线 旦 典型 “S” 


采用 膜 联 重 白 V 和 PI 联合 染色 法 检测 原 代 细胞 不 同 培 养 天 数 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细 胞 
凋 亡 比率 ， 发 现 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 细 胞 凋 亡 比率 显著 增加 ， 到 8 d 时 增加 的 最 多 。 
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Abstract: The present study was carried out to establish an in vitro culture model of rumen 
epithelial cells of Liuyang black goats and investigated cell cycle distribution, proliferation and 
apoptosis. Ruminal epithelium tissue of 60-day-old Liuyang black goats was collected, and 
digested with 0.25% trypsin and 0.02% ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) to obtain 
individual primary cultured ruminal epithelium cells for in vitro culture. The morphous of ruminal 
epithelial cells in primary culture and subculture was observed under inverted microscope, the 
growth activity curve of cells was tested by cell number count assay, the identification of 
subcultured ruminal epithelium cells was carried out using the method of immunohistochemistry, 
and the subcultured ruminal epithelium cells cycle distribution and apoptosis ratio were 

determined through flow cytometry method. The results showed as follows: 

1) the primary cultured ruminal epithelium cells of goats were obtained by digestion of 0.25% 
trypsin and 0.02% EDTA, began adherent growth after cultured for 1 d, an exponential growth 
started and resembled a “hill” in appearance since 2 d, the cell growth rate reached the highest at 3 
to 4 d, and got stable at 7 d. 2) Identified by immunohistochemistry method, the cytoplasm was 
brown, which meant that cytokeratin 19 (CK19) was positive expressed. 3) The combination 
staining of Annexin V and propidium iodide showed that the apoptosis ratio of cells significantly 
increased with the prolongation of culture time (P<0.01). In conclusion, the ruminal epithelium 
cells of goats are obtained successfully by the method of 0.25% trypsint+0.02% EDTA digestion, 


which provided cell model for further study on mechanism and the function of ruminant rumen. 


Key words: Liuyang black goat; ruminal epithelium cell; cycle distribution; apoptosis 


